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論 文 内 容 要 旨
序論
高等植 物の窒素代 謝において、無機 態窒素が有機化される直接 の反応 、すなわちアンモニアの同化 は、
グルタミン合成酵素(Gs;Ec6.3.1.2)に より触媒される系が主要であると考えられている(Fig,1)。高等植物
のGSは 、細胞内の局在性の違 う二つのアイソザイムに大別することができる。すなわち、サイトゾル型GS
(GSl)と 葉緑体型GS(GS2)で ある。GS2は 緑葉におけるGSの 主要成分であり、光呼吸で生じたアンモニ
アの同化に不可欠であることが明らかとなっている。一方、非緑色組織の主要成分であるGSIは 、光呼吸
以外の様 々な代謝系 において重要な機能 を担っていることが推 定され ているが、窒素代謝 にお けるその
機能 の全貌は、未だ明らかとなっていない。
多くの植物でGS2遺 伝子は1ゲ ノムあたり1コ ピー存在するのに対し、GSI遺 伝 子はsmallgene飴milyを
ヨ
形成していることが知 られている。現在 、様 々な生理局面において、個 々のGS1遺 伝子の発現特異性 と結
びっけたGS1の 機能の解析 が、世界 中で進行 中である。形質転換植物を用いた解析から、タバコではプ




た構成 成分の再利用 によりまかなわれている。イネ箭管液の分析結果から、老化葉からシンク組織 に転流
する窒素の主形態 はグルタミンとアスパラギンであると考えられている。Kamachiら は、イネ老化葉のGS1
が転流グルタミンの合成に機能している可能性 を、tissue-printi㎜unoblot法 を用いて示唆した。しかし、
GSIは 若い葉身 にも存在しており、老化葉身以外における生理機能は依然 として明らかではない。
このような背景のもと、本博士論文では、イネ葉身においてGS1の 存在する個々の細胞の機能と結びっけ
た形 で、本酵素の生理機能 を考察 することを目的とした。主 に組織化 学的な手 法を用いた解 析 により、
tissue-print法では解析できなかったGS1の 組織 内分布を明らかとし、葉身の生育段階を追った解 析を行
うことにより、特 に若い葉身におけるGS1の 機 能の位置づけを行うことを目指した。
第1章 イネ葉身におげるGS7タ ンパク貿の紐胞分布
Kamachiら の行ったtissue-printimmunoblot法 では、GS1タ ンパク質は葉身維管束の周辺に存在すること
が確認できたが、GSIの 分布する細胞の特定までには至っていなかった。そこで本章では、より解像度の
高いパラフィン包埋切 片を用いた免疫組織染色により、GSlの 細胞分布を明らかにすることを試みた。また、
これまで不十分であったGSIの 活性 についても検討を加えた。イネ(0ワzα"∫∫vαL.cMSasanishiki)を 、水
耕栽培にて約105齢 まで生育させ、第6～11葉 身をサンプリングした。第10葉 鞘より抽 出中の第11葉
身 にっいては、抽 出部分と未抽出部分とに分けた。それぞれの葉身部位の中央部をFAAに て固定し、パ
ラフィン包埋切片を作製した。また、各葉身部位の全体を、可溶性タンパク質の抽 出に供試した。
1-1老 化葉身におけるGS1の 細胞分布
試 料とした葉身のうちで最も下位 にあった第6葉 身は、新鮮重あたりのタンパク質含量が最も低く、老化が
進行していることが推測された(Fig.2)。 この葉身の中央部 において、GS1タ ンパク質は、大 ・小維 管束の.
伴細胞 、節部柔細胞 、木部柔細胞 に主 に檎 出された(Fig.3)。・これらの細胞は、飾管 ・導管を介した物質の
輸送 において、その流通経路に当たる細胞群であり、GS1が 物質の輸 送に大きく関わっでいることが推 察
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は、各生育段階の葉身におけるGS1の 組織内分布を明らかとして、その機能 に関する構造生物 学的な視
点からの考察を与えることを目的とした。
完全展開した第10～6葉 身において、GS1タ ンパク質は、木部柔細胞 、師部柔 細胞、及び伴細胞に主に
存在していたが、伴細胞におけるシグナル は、上位の若い葉身 においては弱 く、下位 の葉身になるにつれ
て強くなって行く傾 向がみ られた(Fig.4)。 すなわち、GS1は 老化 に伴 い、伴 細胞 での発現の特異性が高
められていると考えられる。このことは、GS1が 転流グルタミンの合成 に機 能しているという可能性 を裏付 け
るものであると言える。
一方
、まだ緑 化していない第11葉 身の未抽出部分では、GS1タ ンパク質0)分 布は完全展開葉身とは明ら
かに異なり、厚壁組織細胞 に主に検 出された(Fig.4H)。 このようにGSIの 細胞 分布 が、葉身ゐ成熟過程
によって変化するという事実は、本研 究において初めて明らかにされたことであり、GSlが 各成熟過程にお
いて、異なる機能を担っている可能性が推 察された。未抽 出葉身におけるGS1の 機能 については、第2章
で検討することにした。
1-3各 葉位の葉身におけるGS1活 性の検討
各葉位 の葉身から抽 出した可溶性 タンパク質画分を、FPLCを 用いた陰イオン交換クロマトグラフィーに供
試してGs1とGs2を 分離 し、トランスフェラーゼ活性を測定した(Fig5)。Gs1は 、どの葉位 においても活
性をもった形で検 出されたことから、これらの葉身組織において、機能を持ったタンパク質として存在してい
る可能性が示唆された。GSの トランスフェラーゼ活性は、生体内における正味のGS活 性をあらわすもの
ではないが、過去のデータを元 に主味のGS活 性を見積もると、老化葉身にお けるGS1の 活性は、箭管を
流れるグルタミンの約18倍 を単位時 間あたりで合成するポテンシャルがあることが試 算された。
第2章 イネ葉身の展開週擢におげるGS7の 機能
第1章 で、イネ未抽出葉身 ではGSIタ ンパク質 が厚壁組織細胞 に分布していることが明らかとなった。厚
壁組織細胞は、成熟 にともないリグニン化が起こる。リグニン合成の鍵酵素であるフェニルアラニンアンモニ
アリアーゼ(PAL;EC4.3.1.5)の 反応 では、アンモニアが放 出されることから、厚壁組 織細胞 に存在する
GS1は 、PALの 放出したアンモニアの同化に機 能している可能性 が考えられた。15N-NMRを 用いた解析
から、PALの 放 出するアンモニアはGSに よって同化されることが明らかとなっているが、どの分子種のGS
がその反応 に寄与しているのか、どのような生理局面でそれが起こりうるのかという検討はなされていない。
本章では、GSIとPALの 発現様式を細胞レベルで明らかにすることにより、両酵 素の関連性 について検
証することを目的とした。





situhybridizationに より検 出する事 にした♂これ により、免疫 染色で得られた結 果の実験的な正 当性を確





、GSImRNAの 検出には、イネGSIcDNAの3'一 非翻訳領域約140bpを 含 む703bpの 断片をプロ
ーブとして用いた
。このプローブ はGS2と の交叉反応性 を示す が、これより短 いプローブではinsitu
hybridizationで の検 出が困難であったため、本プローブを用 いることにした。ノーザンプロット解析の結果、
作成したこれらプローブが 目的のmRNAを 検出しうることが確認された(Fig.7)。
このプローブを用いてinsituhybridization解 析を行ったところ、未抽 出葉身 にお いてはGSI、PAL共 に、
主に厚壁組織 細胞、木部柔細胞 、メストム鞘細胞にシグナルが検 出された(Fig.8)。 また、これらの細胞 に
おけるシグナル強度は、未抽 出葉身 中央部(IN〃2Fig.8c,D)に おいて強く、特に、中肋を構成する維管束
周辺 に存在する厚壁組織細胞 において、強い傾向がみられた(Fig.10A,B)。 これ らの細胞は、成熟葉身
では二次細胞壁が肥厚 し、リグニンが沈着することが知られている。よって、ここで検 出されたPALは 、リグ
ニン合成 に関与している可能性が考えられた。そして、PALの 反応により放 出されたアンモニアは、同時に
存在するGS1に よりその細胞で同化される可能性が考えられた。
2-2PALタ ンパク質の免疫組織化学的検出
前節では、GS1及 びPALmRNAの 分布を明らかにしたが、アンモニアを放出す る反応の起こる場を特定
するため、PALタ ンパク質の組織 内分布を明らかにすることにした。東京農工大学の片 山義博助教授より、
ポプラのPALに 対する抗体をご供与頂いたので、この抗体を利用 し免疫染色を行った。
ポプラのPAL抗 体を作成するときに用いた抗原は、ポプラPALのcDNAの 一部を大腸菌にて発現させた
組み換 えポリペプチドである。本研究では、まずこのポリペプチドを再び発現 ・精製 し、これを用いて本抗
体をアフィニティー精製した。その結果 、ウエスタンブロットにおいて、イネPALに 相 当する約75kDの 位
置に単一のバンドを与えるような抗体 が調製できた(Fig.9)。
この抗体を用いて組織切片の免疫染色を行ったところ、PAL及 びGS1タ ンパク質は、mRNAの 検 出され
く し　
た細胞と同様の細胞群、すなわち、厚壁組織細胞、木部柔細胞、メストム鞘細胞などに検出された。またシ
グナルの強さも、insituhybridizationの 結果と一致した傾 向を示した(Fig,10)。このように、PALとGSIは 、
タンパク質としてもオーバーラップした分布を示しており、このことは、PALの 放出したアンモニアがGSlに
よって同化されている可能性を強く示唆するものである。
ところで、GSIとPALの 細胞分布は、完全には一致しておらず 、向軸側の木部 柔細胞のように、PALが あ
まり分布 していない細胞にもGSIが 存在する場合が観:察された。このことは、GSIがPALだ けでなく、他
の代謝側 面でも機能 している可能性を示しているのかも知 れない。例 えば、アスパラギナーゼの放出する
アンモニアの同化や、アスパラギン合成酵素の基質としてのグルタミンの供給 などが考えられる。近年、地
上部で発現するアンモニアのトランスポーターがシロイヌナズナで単離されたが、似たようなトランスポータ




本研 究では、イネ葉身におけるGS1の 生理機能について、主 に組織 化学的手法を取り入れた解析を行 い、
以下のことを明らかにした。
1.イ ネ老化葉身では、GSIタ ンパク質は主に伴細胞 に分布 しており、転流グルタミンの合成に機能してい
る可能性がさらに強く示唆された。これまでの生化学的・生理 学的解析 により推定されていたGS1の 機能
について、構造生物学的な立場からの考察を加えた例は少なく、これは、本研究の大きな特色である。
2。各葉位のイネ葉身を解析した結果、GSIタ ンパク質は、成熟 段階によってその分布が変化することが、
本研究 により初めて示された。また活性 の検討から、これ らの組織 において、GSlは 活性を有していること
が明らかとなった。
3.未 抽出のイネ葉身では、GS1タ ンパク質、及びmRNAは 主に厚壁組織細胞、木部柔細胞、メストム鞘
細胞に分布していた。また、これらめ細胞では、PALタ ンパク質 とmR:NAも 検 出された。このことから、未抽
出葉身における 「GS1は 、PALの 反応 によって放 出されたアンモニアの同化に関与している可能性 が強く
示唆された。このように、二次代謝 系の反応に一時代謝 系の酵 素が関与していることは興味深いことと考 え
られる。
GSIとPALの 機能関連については、PALの 放 出したアンモニアが実際にGSIに よって同化されるのかど
うかという直接的な証明を行えるような実験系の模索が必 要である。GS2欠 損変異体とNMRを 組 み合 わ
せた解析などが有効かも知れない。本研 究により、イネ葉身 という限定された器官の一生におけるGSIの
機能 については、一応 の位置 づけに成功したと言えるだろう。今後 はさらに、イネ個体全体を通してGS1






































































































































































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
グルタミン合成酵素(GS)は,ア ンモニウムイオンをグルタミンへ有機化する反応を触媒する重要な
酵素である。GSに は,サ イトゾル局在型のGS1と 葉緑体(プ ラスチ ド)局 在型のGS2に 大別され,遺
伝子族を形成している。植物がアンモニウムイオンに遭遇する局面は多 く,土 壌や肥料由来のアンモニ
ウムイオンのみならず,硝 酸還元系,光 呼吸系,ア ミノ酸分解系,二 次代謝系など多 くの植物体内の反
応に由来する。健全な植物体内では,遊 離のアンモニウムイオンはごく微量であ り,1GSが 効率よく同化
していることを示 している。イネ葉では,GS2は 葉肉細胞に存在 してお り,ま たGS1は 維管束組織に
分布 していることが,明 らかにされている。
緑葉ではGS2が 主成分であり,こ のGS2の 主要な生理機能は,突 然変異体を用いた解析などから,
光呼吸系で放出されるアンモニウムイオンの再同化であることがほぼ解明された。一方,微 量成分であ
るGS1の 機能解析は遅れており,明 確な知見は得られていない。本研究は,イ ネにおけるGS1の 生理
機能解明に焦点をあて,主 に免疫組織学的な手法やinsituhybridization法 を駆使 して,時 間的並びに
空間的なGS1タ ンパク質や血RNAの 集積状況を解析 し,組 織 を構成 している細胞(群)の 形態学的に
推定 されている機能を基に論議を進めたものである。
栄養成長期のイネでは,下 位の老化葉身でGS1含 量が高いことがわかっていた。本研究では,抗 原を
用いて極めて特異性の高いGS1抗 体を精製 し,栄 養成長期のイネ(サ サニシキ)の 着生葉を用いてパラ
フィン切片を作成後,免 疫染色 を行った。その結果,老 化の進んでいる下位葉身では,大 小の維管束組
織内の伴細胞並びに師部および木部柔細胞にGS1タ ンパク質が検出された。伴細胞は師管と隣接 してお
り,師 管への物質輸送を司る細胞である。柔細胞は,物 質の流路に相当する。この結果はlGS1が これ
らの細胞群において,窒 素転流の主形態であるグルタミンの合成を担っていることを強 く示唆している。
上位の完全展開葉身において も類似の組織内分布を示 したが,葉 鞘内にあってこれか ら抽出 ・展開する
未抽出葉身においては,・伴細胞には検出できず」厚壁組織細胞や木部柔細胞に主に分布 していることが
判明した。この結果は,若 い葉身のGS1は,老 化葉身の(}S1と は異なる生理機能を持つことが推定 さ
れる。なお,GS2と 分離後にGS1活 性の測定を行った結果,い ずれも活性を有 しているごとがわかっ




進行するが,ア ンモニウムイオンはGSに より再同化されることが考えられる。 しか し,ど のGS分 子種
により触媒を受けるかは全 く不明であった。そこで,GS1とPALの 発現様式を検討するため,そ れぞれ
のmRNAと タンパク質の集積部位をinsituhybridization法 と免役組織学法を用いて検討 した。GS1,
PALのmRNAは,い ずれも厚壁組織細胞,木 部柔細胞,メ ズ トム鞘細胞に検出された。特に,未 抽出葉
身中央部の中肋を構成する維管束組織周辺の厚壁組織細胞で強いシグナルが観察された。また両者の
タンパク質もmRNAの 集積 している細胞群に検出された。これらの結果から,PALの 反応で放出された
アンモニウムイオンをGS1が 同化 しているモデルを始めて提出 した。
以上のように,本 研究により,曖 昧であったGS1の 生理機能について,イ ネ老化葉身では窒素転流形
態のグルタミンの合成を担うこと,ま た非常に若い葉身では二次代謝との共役系を作 り,PA:Lに より放
出されたアンモニウムイオンを同化 していることを示 した。いずれも新規な発見であり,イ ネにおける
窒素利用の分子機構の解明に大きく寄与 しているもの と評価できる。従って,審 査員一同,著 者は博士
(農学)の 学位を授与されるのに十分の資格 を有すると判定 した。
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